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SAMENVATTING
Het DNA van meercel l ige organismen bevat  de er fe l i jke in format ie voor  de aanmaak
van duizenden verschil lende eiwitten. Deze erfeli jke informatie is voor vri jwel ieder
celtype van het organisme identiek. Toch worden lang niet alle eiwitten in ieder celtype
geproduceerd. Zo kenmerkt bijvoorbeeld de lever zich door de aanmaak eiwitten die
karakteristiek zijn voor levercellen. terwij l spiercellen een set eiwitten synthetiseren die
specifiek zijn voor dit bepaalde celtype. De produktie van bepaalde eiwitten kan ook
gekoppeld zijn aan een bepaalde fase in de ontwikkeling, of gestimuleerd worden door
een pr ikkel  van bui tenaf .  Om in b iochemische termen te spreken:  de expressie van
bepaalde e iwi t -coderende genen is  ce l type-speci f iek,  ontwikkel ingsfase-afhankel i jk ,  en
induceerbaar door  externe st imul i .
Om te kunnen bestuderen hoe de genexpressie (lees: eiwitaanmaak) wordt
gereguleerd is  het  wensel i jk  te  beschikken over  een model-gen dat  een duidel i jk
selectief expressiepatroon vertoont. Onze onderzoeksgroep heeft gekozen voor het
very low densi ty  apol ipoprote in l l (apoVLDLl l )  gen van de k ip.  Het  produkt  van het
apoVLDLl l  gen is  één van de rneest  voorkomende iwi t ten in  de dooier  van het  k ippe-
ei .  Onder natuur l i jke omstandigheden v indt  de aanmaak van dooiere iwi t ten a l leen p laats
in leggende hennen,  en wel  u i ts lu i tend in de lever .  Hanen kunnen echter  door  de
toediening van het  vrouwel i jk  geslachtshormoon oestradio l  worden aangezet  ot  de
produkt ie van dooiere iwi t ten.  Ook dan speel t  de aanmaak van dooiere iwi t ten z ich af  in
de lever. Deze waarnerning geeft aan dat de expressie van het apoVLDLll gen niet
a l leen lever-speci f iek is .  maar ook oestrogeen-afhankel i jk .
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De belangrijkste vraag die in dit proefschrift aan de orde komt is hoe de lever-
specifieke, oestrogeen-af hankeli jke expressie van het apoVLDLll gen wordt
gereguleerd. Een algemene introductie over de regulatie van eukaryote genexpressie
wordt gegeven in hoofdstuk 1 . Selectieve genexpressie wordt voornamelijk
bewerkstell igd door transcriptie factoren. Dit zijn eiwitten die specifiek binden aan
regulerende DNA-elementen in de nabijheid van het gen. Het gevolg van deze eiwit-
DNA interactie is dat de expressie van het nabijgelegen gen (en daarmee de aanmaak
van l ret  genprodukt)  wordt  gest imuleerd,  of  misschien ju is t  geremd.
Door jarenlang onderzoek naar de structuur en organisatie van het apoVLDLll gen
is een grote hoeveelheid informatie beschikbaar gekotnen. We weten bijvoorbeeld
welke DNA-gebieden in de nabijheid van het apoVLDLll gen extra aandacht verdienen
omdat ze waarschijnli jk betrokken zín bij de regulatie. Eén van deze gebieden, het
apoVlDLll-promoter gebied, bevindt zich onmiddell i jk voor het gen. Het is bekend dat
in dit promoter gebied acht verschil lende eiwit-bindingsplaatsen te onderscheiden zijn.
Deze bindingsplaatsen zijn uitsluitend in de lever van de leggende hen en oestrogeen-
geïnduceerde hanen door eiwitten bezet. De transcriptiefactoren die deze plaatsen
kunnen bezetten zijn geidentif iceerd. Tot deze transcriptiefactoren behoren de
oestrogeen-receptor en enkele eiwitten die min of meer lever-specifiek zijn.
In dit proefschrift hebben we het belang van deze bindingsplaatsen en de
bilbehorende transcriptiefactoren nader onderzocht door middel van een functionele
analyse. We hebben hiervoor voornamelijk gebruik gemaakt van transiënte transÍectie
exper i rnenten (Hoofdstuk 2-5) .  Hierb i j  worden zogenaamde reporter  p lasmiden,  waar in
een reporter gen gekoppeld is aan de te onderzoeken apoVLDLll promoter, t i jdeli jk
(transiènt) geintroduceerd in gekweekte cellen. Het reporter gen, chlooramphenicol
acetyltransferase (CAT), is zo gekozen dat het genprodukt een eiwit is dat relatieÍ
eenvoudig edetecteerd kan worden.  De aanmaak van d i t  e iwi t  d ient  dan a ls  maat  voor
de activiteit varr het apoVLDLll-promoter gebied. Door de bindingsplaatsen in het
apoVLDl l l -promoter  gebied één voor  één te veranderen is  het  mogel i jk  de b i jdrage van
al le  acht  b indingsplaatsen af  zonder l i jk  vast  te  s te l len.  Di t  hebben we gedaan in
hoofdstuk 2.  Ui t  exper imenten met  gekweekte k ippe- lever  cel len b leek dat  één van de
bindingsplaatserr voor de oestrogeen-receptor, een hormoon-af hankeli jke trans-
cr ip t ie f  actor ,  een s leute l ro l  vervul t .  De st imulerende werk ing van andere b indings-
plaatserr wordt alleen waargenornen in combinatie met de intacte bindingsplaats voor
de oestrogeen receptor. Verder bleek ook dat transiënt getransfekteerde apoVLDLll-
reporter plasrnides geactiveerd konden worden in gekweekte niet-levercellen indien
deze beschikken over de oestrogeen receptor. ln de kip komt het apoVLDLll gen echter
niet tot expressie in niet-levercellen, zelfs niet in cellen die over de oestrogeen receptor
1 3 9
Satrtenvatt ing
besc l r i kken.  zoa ls  de  ce l le t r  in  he t  ov iduc t .  Waarsch i j r r l i j k  word t  de  express ie  van he t
endogene apoVLDLl l  gen in  r r ie t - leverce l len  onderdruk t  door  een negat ieve  regu la t ie
mechan isme dat  bu i ten  ons  tes tsys teem va l t .  zoa ls  repress ie  op  chrorna t ine-n iveau.
In  hoofds tuk  5  l rebben we de  b i jd rage van de  t ra r rsc r ip t ie fac to r  VBP {V i te l logen ine
Bindend Pro te ine)  onderzoc l r t .  Deze fac to r  word t  veronders te ld  be t rokken te  z i jn  b i j  de
express ie  van l re t  apoVLDLl l  gen omdat  de  fac to r  kan  b inden aan versch i l lende
b i n d i n g s p l a a t s e n  i n  h e t  a p o V L D L l l - p r o m o t e r  g e b i e d .  I n  h o o f d s t u k  2 l r e b b e n  w e
vas tges te ld  da t  een aanta l  van  deze po ten t ië le  VBP-b ind ingsp laa tsen een s te rke
b i jd rage lever t  aan de  ac t iver ing  van de  apoVLDLl l  p romoter .  l r r  hoofds tuk  5  b l i j k t  da t
de  oes t rogeen receptor  en  VBP e lkaar  kunnen vers te rken.  D i t  versch i jnse l  word t  ech ter
ook  waargenotnen in  repor te r  p lasrn ides  waarb i j  da t  n ie t  werd  verwacht  omdat  z i j  geen
bekende VBP-b ind ingsp laa ts  bevat ten .  Een spec i f iek  e f fec t  op  gedef in ieerde  VBP-
b ind ingsp laa tsen werd  n ie t  aangetoond,  waarsch i jn l i j k  omdat  in  gekweekte  k ippe-
ieverce l le r r  deze b ind ingsp laa tsen r - r ie t  worden bezet  door  VBP maar  door  a r rdere  t rans-
c r ip t ie f  ac to ren .  We conc luderen daarom dat  deze andere  t ranscr ip t ie f  ac to ren ,  d ie
'waarsch i jn l i j k  nauw verwant  z i jn  aan VBP,  van be lang z i jn  voor  regu la t ie  van de
apoVLDLl l  p romoter .
l r r  l roo fds tuk  3  hebben we een moge l i j ke  herkent r ingsp laa ts  voor  de  re t ino id  X
receptor  (RXR)  onderzocht .  D i t  i s  een t ranscr ip t ie fac to r  d ie  word t  geac t iveerd  door  9 -
c ls  re t ino ic  ac id ,  een s te reo- isorneer  van v i ta rn ine-A zuur .  Hoewel  deze moge l i l ke
l re rkenn ingsp laa ts  n ie t  werd  bezet  door  RXR heeÍ t  d i t  onderzoek  een andere
ln te ressante  waarnetn ing  opge leverd ;  de  oes t rogeen-ges t imu leerde express ie  van he t
apoVLDLl l  gen werd  namel i j k  s te rk  gerernc i  door  9 -c ls  re t ino ic  ac id .  D i t  negat ieve
regu la t ie rnechan isme l i j k t  vee lbe lovend voor  vervo lgonderzoek .
In  i roo fds tuk  4  werd  he t  e f fec t  van  de  phorbo l -es te r  TPA op de  apoVLDLl l -
p rorno ter  beschreven.  De pro te in  k inase-C ac t iva tor  TPA b l i j k t  de  apoVLDLl l -p romoter
n ie t  rec l r ts t reeks  te  kunnen s t imu leren  door  midde l  van  een TPA-respons DNA e lement .
Toch heef t  TPA we l  een s t imu lerend e Í fec t  op  de  apVLDLl l  p romoter .  en  we l  in  He la
ce l len  waar in  de  oes t rogeen receptor  van de  k ip  kuns t rna t ig  to t  express ie  i s  gebracht .
De meest  log ische verk la r ing  voor  deze resu l ta ten  is  da t  TPA fos fory le r i r rgsreac t ies
aanschake l t  waardoor  t ranscr ip t ie fac to ren  d ie  een ro l  spe len  b i j  de  regu la t ie  van he t
apoVLDLl l  gen,  zoa ls  de  oes t rogeen receptor .  worden gemodu leerd .
Hoofds tuk  6  beschr i j f t  onze pog ing  om de regu la t ie  van he t  apoVLDLl l  gen te
bes tuderen door  midde l  van  in  v i Í ro  t ranscr ip t ie .  H ie rb i j  hebben we gebru ik  gemaakt
van kernex t rac ten  u i t  k ippe- leverce l len  a ls  b ron  voor  t ranscr ip t ie fac to ren .  We waren in
s taa t  mRNA- t ranscr ip ten  te  de tec teren  d ie  cor rec t  ge in i t ieerd  werden op  de  s ta r t  s i tes
van het apoVLDLll  gen. Toch werd ín vitro transcript ie niet op de juiste manier
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gereguleerd;  het  systeem bleek n iet  hormoon-afhankel i jk  te  z i jn  en werd bovendien n iet
beïnv loed oor  de aanwezigheid van de acht  b indingsplaatsen i  het  promoter  gebied.
Uit de resultaten die beschreven zijn in dit proefschrift kunnen we concluderen dat
het promoter gebied van het apoVLDLll gen van groot belang is voor de oestrogeen-
afhankel i jkheid van het  gen" Verder  tonen we aan dat  d i t  promoter  gebied negat ief
gereguleerd kan worden door 9-c is  ret inoic  ac id.  Di t  mechanisme zou ervoor  kunnen
zorgen dat  het  apoVLDLl l  gen wordt  onderdrukt  wanneer expressie n iet  gewenst  is ,
zoals in  hanen en onvolwassen k ippen.  We hebben geen aanwi jz ingen dat  de lever-
specif iciteit van het apoVLDLll gen uitsluitend wordt gereguleerd wordt door het
onderzochte promoter  gebied.  In  de a lgemene discussie (Hoofdstuk 7)  wordt  een model
voorgesteld waarmee verklaard kan worden waarom het oestrogeen-afhankeli jke
apoVLDLl l  gen a l leen in de lever  tot  expressie komt.  Om deze hypothese verder  te
onderzoeken moeten experimenten opgezet worden waarbij het apoVLDLll gen tot
chromat ine wordt  verpakt .
Dient  d i t  soor t  fundamenteel  onderzoek nog een ander doel  dan het  bevredigen van de
nieuwsgierigheid van de onderzoeker? Natuurli jk beantwoord ik deze vraag bij voorkeur
met ja, al ben ik mij ervan bewust dat het belang van het onderzoek naar de regulatie
van een gen van de kip niet zo voor de hand li jkt te l iggen. De regulerende
mechanismen van de eukaryote genexpressie zijn echter sterk geconserveerd. Wanneer
we dus de regulat ie  van genexpressie in  g is ten,  muizen,  k ippen of  wat  voor  beest  dan
ook beter begrijpen, verschaft dit inzicht in de regulatie van genexpressie bij de mens.
Door de snel le  ontwikkel ingen in de molecula i r  b io logie is  de laatste decennia gebleken
dat  n iet  a l legn kanker,  maar ook vele andere aandoeningen,  gere lateerd z i jn  aan
verstoring van de genexpressie. Het vergroten van kennis op het gebied van eukaryote
genexpressie is daarom van groot belang voor het gevecht tegen deze ziekten.
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